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Pohyb vody — prvni reakce klidnych ¢i dormantnich semen

Transported molecule

Hydratace bunék a pletiv je jednou z prvnich reakci, které se odehravaji
pri imbibici semen.

Rozvoj oboru membranového transportu — klonovani, techniky patch-clamp
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Diflize je spontanni proces a splinuje Fickuv zakon.

Probiha bud’ z jednoho mista na druhé, nebo pres
membranu.

Adolf Fick (1829-1901)

Rychlost, kterou se molekuly pohybuiji, zavisi na jejich velikosti,
na velikosti koncentracniho gradientu, viskozité média a teploté.

Tento vztah je vyjadren rovnici: J, =

D, (AC,/Ax)

A
I
Molekuly se pohybuji ve sméru
koncentraCniho gradientu (z mista o vyssi
koncentraci techto molekul do mist o nizsi
koncentraci = ve sméru rlstu).

J, — rychlost difuze molekuly roztoku s
D, — difuzni koeficient

AC_/Ax — koncentracni gradient = rozdil v koncentracich AC, mezi dvéma
body Ax.

D, proionty: 10°m2s' (=50 um/2,5 s)

Gradient je smér rustu ! D. pro v&tsi molekuly: 10-1 - 10-10 m2 g



Chemicky potencial (4;) (volna energie na jeden mol: J/mol)

(energetické zmény termodynamického systému spojené se zménou poctu ¢astic jednotlivych slozek)

Ms = Mg + RTINC_ + z.FE + V_P

Ms = chemicky potencial roztoku s za standartnich podminek

RTInC, = koncentracni slozka, zahrnujici koncentraci C roztoku s v molech
na litr pfi standartnim tlaku R, T = absolutni teplota

z_FE = elektricka slozka, z = naboj roztoku s (0 pro nenabity roztok, +1, +2
nebo -1, -2 v zavislosti na valenci kationtu ¢i aniontt), F = Faradayova

konstanta = mnozstvi naboje v jednom molu elektronu, E = elektricky potencial
roztoku vztazeny k uzemnéni

VP = slozka hydrostatickeho tlaku, zahrnuje parcialni molarni objem V a tlak P.




Biologické molekuly: prispévky V a P jsou malé

lonty, nabité
molekuly

Elektrochemicky
potencial

Pro nenabity roztok je elektricka slozka z_FE = 0




Hnaci silou difuze roztoku do a ven z bunky je rozdil mezi chemickym
potencialem uvnitf bunky a chemickym potencialem externiho roztoku (Ap.).

Semipermeable

membrane

A

Chemical potential
in compartment A

|
) Chemical potential
in compartment B

v

r 3

v

Description

Passive transport
(diffusion) occurs
spontaneously down
a chemical potential
gradient

“sA > uSB

At equilibrium, p A = ®
Steady state

Active transport occurs
acainst a chemical
potential gradient

IJSA < HSB

Free energy at least
equal to P ® — p A must be
supplied for movement
to occur

Pasivnhi pohyb se déje ve
sméru gradientu chemického
potencialu = ve sméru rustu .

Stabilni stav

Aktivni pohyb proti sméru

gradientu chemického
potencialu = proti sméru
rustu.
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Pro nenabité roztoky: Rovnice gradientu chemického potencialu:

A“S = (“S* + RTInCSI) - (“S* + RTInCSO)
i = vnitiek burnky
o = externi roztok

Ap, = RTIn(C,/C.°)

Hnaci sila difuze nenabitého roztoku s je velikost rozdilu jeho
koncentrace pres membranu.

Znameénko produktu rovnice oznaCuje smér pohybu roztoku s: zaporné znaménko ukazuje, ze
roztok ma tendenci difundovat do bunky ve sméru (down) chemického gradientu.
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Pro nabity roztok je chemicky (elektrochemicky) potencial:

Rovnice gradientu elektrochemického potencialu pro nabity roztok:

Ap, = (pg + RTInC! + z_ FE!) - (u” + RTInC_° + z_FE°)

!

V., - membranovy potencial
(membranové elektrické napéti)

Pohyb nabitého roztoku reaguje na dvé nezavislé sily: rozdil v koncentraci
pres membranu a membranovy potencial.




Compartment A Compartment B
Membrane K*

Initial conditions:
[KCI], > [KCI],

Diffusion potential
exists until chemical
equilibrium is reached

Equilibrium conditions:
[KCI], = [KCI],

At chemical equilibrium,
diffusion potential
equals zero




Rovnice gradientu elektrochemického potencialu pro nabity roztok:

RTIn(C.//C.°) = - zF(E - E°)
—

Rozdil v elektrickém potencialu: AE

AE = (RTIn(C.°/C,}))/zF

Pro monovalentni kationty a 25°C : z = +1

Nernstova rovnice
AE — Nernstuv potencial

Rovnovaha mezi vnitfrkem a vnéjSkem

bunky: gradient elektrochem. potencialu

Ay, = 0.

Comparison of predicted and observed ion

concentrations in pea root tissue, where the membrane

potential was measured as — 110 mV.
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External Internal concentration
concentration (mmol L—1)

lon (mmol L—1) Predicted Observed
K+ 1 74 75
Na*t 1 74 8
Mg?+ 0.25 1340 3
Ca?t 1 5360 2
NO,~ 2 0.0272 28
cl- 1 0.0136 7
H,PO,~ 1 0.0136 21
5042_ 0.25 0.00005 19




b) Regulace pohybu roztokii membranami a jejich

transportéry

Gases

Small
uncharged
polar
molecules

Large
uncharged
polar
molecules

lons

Charged
polar
molecules

CO,,N,, O
# % "% Ppermeable
Ethanol
Permeable
I
NH,—C—-NH, H,0
Urea Water
Slightly
permeable

Glucose, fructose

Impermeable

K+, Mg?*, Ca?", CI",
HCO,, HPO

Impermeable

Amino acids, ATP,
glucose-6-phosphate,
proteins, nucleic acids

Impermeable Oe——
N
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Lipofilni (hydrofobni) molekuly

Pohybuji se do té doby, dokud
existuje gradient chemického
potencialu.

——
Molekuly neprochazejici
membranou
S
Nutnost transportnich
proteinu
—
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Transportni proteiny - stfridavé bloky hydrofobnich a hydrofilnich
aminokyselin.

ATPaza H*-ATPaza

Cytosol Cytosol

—( ""' 900 2\ <
Szl ,*‘ &m@)es\ i B
Hr?:H: Zill W‘ o B

A Apoplast B Apoplast

Hydrofobni aminokyseliny — dovoluji preklenout fosfolipidovou dvojvrstvu membrany

Hydrofilni domény — ponorené do cytozolu, lumenu organel nebo vnéjsSku bunky
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Prosta difuze — roztoky se pohybuji volné pres PM ve sméru gradientu
elektrochemického potencialu (ve sméru koncentraénim spadu)

Facilitated diffusion

J
l

Simple diffusion Channel Carrier

Y

Qutside cell

Lipid bilayer

Electrochemical gradient

Membrane Inside cell
proteins Q

A Passive transport

Usnadnéna difuze — roztoky pohybuji se ve sméru gradientu elektrochemického
potencialu, ale vyzaduiji pro svij transport pritomnost membranovych
transportéru: kanaly a prenasece
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Pohyb roztoku proti gradientu jejich elektrochemického potencialu =
aktivni transport vyzadujici bunéénou energii

Co-transporters

Pump | Symporter Antiporter |

Qutside cell

* Lipid bilayer

Electrochemical gradient

Inside cell

B Active transport

Primarni aktivni transport — hydrolyzovan ATP nebo pyrofosfat k uvolnéni energie
pozadované pro vytvoreni gradientu — pumpy

Sekundarni aktivni transport — umoznén iontovym gradientem zalozenym primarnim
aktivnim transportem — co-transportéry: symportéry, antiportéry
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c) Pumpy
Transportuji roztoky proti elektrochemickému gradientu.

Vazou se k roztokum, které maji transportovat a hydrolyzuji ATP
nebo pyrofosfat jako zdroj energie.

ATP-syntaza
(F-typ ATPazy)

Pumpa
hydrolyzujici
pyrofosfat

Cytosol
pH7.5

Pumpa
hydrolyzujici
ATP

Transportuji roztoky rychlosti 10 nebo 100 molekul nebo iontti/sek.




face

P-class pumps V-class proton pumps ABC superfamily
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P-typ ATPazy

Cytozolické domény vazi a hydrolyzuji ATP a uvolnéna energie fridi pohyb roztoku
pres membranu.

Po hydrolyze ATP vznikaji fosforylované meziprodukty.

@ Gradient naboje
J P E1_p(H+)Im 1

j( :)Q({ })@({ }f T J' ?{ ?0({ ?Q{: ;)( ZménaV,,
E, < E,—P(H"),

/ '/ Hyperpolarizace
\/ Depolarizace

Fosforylace ATPazy ve stavu E1 vede k vazbé H* na jedné strané membrany a
vede ke vzniku stavu E2. E2 ma nizsi afinitu k H* => uvolnéni H* i anorganického
P na druhé strané membrany.

Hydrolyza P z E2 => vznik E1 stavu.

Elektrochemicky gradient protonu se nazyva protonova hnaci sila (proton
motive force - pmf)
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aza

y

la P-typ ATP

y

aza - na Mg zavis

(PM) H*-ATP

anova

y

Plazmamembr
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Jeden proton H* je

”

pumpovan ven

z cytozolu za jednu
molekulu ATP

Apoplast

Apoplast

T
WO

,6

!

Akumulace H* v cytozolu vede

Funkci PM H* pumpy je udrzovani

cytozolického pH na 7,3 - 7,5.
Optimum pro fungovani PM H* pumpy je 6

k aktivaci pumpy



PM H*-ATPaza je regulovana prostiednictvim enzymové aktivity spiSe nez 21

genovou expresi

Inhibited P-type
ATPase

C-terminalni
regulacni
autoinhibiCni  ——
doména (Thr;
fosforylatni misto)

(© Fusicoccin

ADP)
@

14-3-3 protein

Activated P-type
ATPase

Activated P-type
ATPase

Arabidopsis PM H*-ATPaza: 11 genl

2 geny jsou exprimovany ve vSech
burikach.

Individualni bunky exprimuji
mnohonasobné izoformy téchto
genu.

Aktivita H* pumpy je regulovana
prostiednictvim aktivity
proteinu 14-3-3.

Aktivitu H* pumpy stimuluje
houbovy toxin fusicoccin.



Model regulace protonové pumpy AHA2 u Arabidopsis — environmentalni
(svétlo, alkalicky stress) a vyvojové faktory (FERONIA, protein kinazy,
hormony, sacharidy, peptidy).

Environmental

oo | tal signals Environmental
Erviranmenta eEnvironmeanta =
i Io : {e.g. brassinolice, signals
s et ’ TR blue light, sucrose, {e.g. alkaline
[e.g peptides [e.g. peptide PSY1) 2 ,
v iical phosphate and stress)
RALF and fig22| iy
H -- H*
. @ -
Multiple ® @ Multiple ; s ®
- ] -] & i &
protein kinases ® g protein kinases oo _® Tae Multiple
) (eg FERONlAarnd ® @ {e.g PSY1R) . Multple  » . protein kinases

§ orotein kinasec?
1 ERULUS) 1 ‘L PR RS .L i (e.g. PKSS)

| ) O h C)=0C) () )
e \““_"/’:'Z'I k“_"/i{ T \%ﬁf \ T ’b—d_’igl

1947 T347 (alsa Thro2d,
Thraaz, Sergdﬂ
e fﬁ and Tyr9467)
Protein
phosphatase 2C.D 14-3-3 s
e protein protein |

SAUR proteins

Plant hormones
8. au nj

Update 2021 Fuglsang AT and Palmgren M (2021) Plant Physiology 187: 1856-1875
Update 2022 Miao R et al. (2022) TIPS 27: 588-600
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Ca?*-ATPaza reguluje hladinu cytozolického vapniku (50 — 200 nM)

Pumpuje Ca?* z cytozolu do vakuoly, ER nebo dalSich organel
P-ATPaza; vyskytuje se ve vSech membranach, véetné chloroplastu a mitochondrii.

Cytosol Cytosol

Calmodulin-binding

domain ATP-binding doména

Hydrolyza ATP Ca?*-ATPazou je doprovazena transportem dvou iontti Ca2* pfes membranu.

N-terminalni doména pumpy — vaze calmodulin (Ca?* senzor)

[Ca?*] v cytoplazmé nizka => vazba calmodulinu => inhibice pumpy => zvySovani [Ca?*] v cytoplazmé



V-typ ATPazy

Slozita multisubjednotkova struktura
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Arabidopsis V-ATPazy: 13 subjednotek
kédovanych 27 geny; tonoplast a
endomembrany

!

Velké mnozstvi kombinaci
Pumpuiji 3 H*/ 1 hydrolyzovany ATP

Chybi v chloroplastech a mitochondriich.

V-ATPazy okyseluji vakuolu => + naboj
balancovan akumulaci organickych
aniontu (malat, oxalat) a anorganickych
aniontu (CI).




AtHKT1 7 AKT1
Na* K+ CaZ-i-

Calt

Ca2+

Vacuole
pH-~5.5

PLANT PHYSIOLOGY ., Third Edition, Figure 25.15 © 2002 Sinauer Associates, Inc.
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ABC transportéry

ATP-Binding Casette transportéty - ATPazy P-typu: hydrolyzuji ATP a transportuji
rizné organické molekuly; vakuola, plazmaticka membrana

Lumen of vacuole

N
;
C
Cytosol NBF NBF2
2 zakladni strukturni elementy: Integralni domény Nukleotid-binding smy¢ky
(zapojeny v hydrolyze ATP)

Transport antokyanu, kataboliti chlorofylu, protihoubovych latek, auxint, voskii

Akumulace metabolitil a xenobiotickych molekul ve vakuole (syntetické herbicidy)
(glutation; GST — glutation transferaza)




Update 2024 27
Geisler MM (2024) Molecular Plant 17: 990-992
Dva modely regulace substratové multispecificity ABC transportéru
N 0
*
Iteraction proanan Bar hasdh BN
1) Posun ve specificité muize byt zplisoben 2) Zména ve specifité transportéru koreluje
interakci mezi proteiny nebo fosforylaci se zménou homodimeru na plazmatické

proteintl. membrané na heterodimer na ER.

V obou pripadech neni znamo jak se tyto zmény promitaji do vazebné domény

substratu spojené s transmembranovymi Sroubovicemi.
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Update 2020
Grafe K and Schmitt L (2021) J Exp Botany 72: 92-106

ABC transportéry jsou nezbytné pro vyvoj rostlin — hraji ulohu napfr. v gametogenezi,
vyvoji a kliceni semen, tvorbé organi a sekundarnim rastu.

Transportéry ABCG ABCG = mm — ﬂmt f\m\

N-konec U U U\ C-konec

ATP binding doména

AtABCG11 T
AtABCG12 transport kutinu a monomert kutikularniho vosku; defekt
AtABCG13 vede k dwarfismu, pylové sterilité a fuzi organu
AtABCG32 .
AtABCG2 T
transport suberind, vytvareni suberinovych Ilamel v
AtABCG6 | kofenovych endodermis; tvofi rovnéz osemeni; defekt vede
AtABCG20 k vétSi permeabilité osemeni a hypersensitivité semen k
ABA
AtABCG29 .






AtABCG1
AtABCG9
AtABCG16
AtABCG26
AtABCG31

AtABCG16

AtABCG14

AtABCG25
AtABCG30
AtABCG31
AtABCG40

30

transport sporopoleninu a monomert pylovych lipidu;
.~ defekt vede k naruseni vyvoje pylu a nizka zivotnost pylu
(rychlejSi vysychani); exprimovany v saméim i samiéim
gametofytu

—

transport kyseliny jasmonové; vyskytuji se na cytoplazmatické
membrané a jaderné membrané

transport cytokinint; defekt vede k akumulaci cytokinini a
k redukovanému riastu stonku

transport ABA z endospermu do embrya; defekt vede
k nizSi akumulaci ABA v embryu => slabsi redukce kli€eni
semen

F—




PhPDR1 — transport strigolaktontl z korenti do stonk

Transportéry ABCB

AtABCB1/AtPGP1

AtABCB19/AtPGP19/AtMDR1

ouT A A

m C-konec

N-konec ™ ATP binding doména

transport auxin(; defekt vede k
dwarfismu, redukované apikalni
dominanci, kratkému hypokotylu ve
tmé i na svétle, snizené fertilite,
redukovanému prodluzovani nitek
tyCinek

31




Update 2019 2

Behrens CE et al. (2019) Scientific Reports 9: 437-451

Transportéry ABCC

transport antokyanini a dalSich flavonoidd; vyskytuji se na
AtABCC2 - tonoplastu; transport cyanidin 3-O-glukosidu (C3G) je zavisly
na ko-transportu glutationu (GSH)

Update 2022
Dean JV et al. (2022) Physiologia Plantarum 174: e13780

AtABCC1, AtABCC14 - transport acylovanych antokyaninti do vakuoly
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Pumpy hydrolyzujici pyrofosfat (PPi) — pyrofosfatazy (H*-PP)

Funkéni H*-PP - homodimer, 80 kDa; funguje i jako dimer; vakuola, Golgiho
aparat, multivezikularni téliska, plazmaticka membrana

Typ | — inhibovany Ca?*
aktivovany cytozolickym K*

Rostliny — 2 typy H*-PPazy

Typ Il — silné aktivovany Ca?*,
necitlivé k K*

Proc€ existuji dva typy H* pump na tonoplastu rostlinnych bunék: H*-ATPazy + H*-PP ?

Vyuziti velkého mnozstvi pyrofosfatu v rostlinnych bunnkach (mM) — produkovan
béhem syntézy ADP-glukézy a uridin-difosfatu (UDP)-glukézy

V-ATPazy a H*-PPazy - okyselovani vakuoly => udrzovani tonoplastového
V,, okolo 20-30 mV



Update 2018 [34]

Segami S et al. (2018) Plant Cell Physiol 59: 1300-1308 - review of vakuolarnich H* - pyrofosfatazach

* Mg PP" Z
o Dualni funkce H*-PPaz:

1) Hydrolyza PPi =

cytosol udrzovani hladiny PPi v
cytozolu
Mg
PPi Substrate
hydrolysis
Energy 2) Udrzeni kyselosti
transfer vakuolarniho lumenu -
H* translocation  dulezité nizké pH ve
vakuole
H* release

H* vacuole

A, B: Prostorové usporadani V-PPazy z pohledu od cytoplazmy (A) a z bo¢niho pohledu (B)
C: Schéma vrchniho pohledu na dimer V-PPazy - usporadani transmembranvych helixd (TM1-TM16)
D: Schéma funkCnich domeén - hydrolyza substratu, pfenos energie, translokaci H* a uvolnéni H”.



Lokalizace vakuolarnich H*-PPaz v rostliné

A V-PPase-mGFP

Stereo microscope

GFP
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L V-PPase-mGFP
GFP GFP + P

GFP - Green fluorescent protein
Pl — propidium iodide (barveni bunécéné stény)

Segami S et al. (2018)




